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摘要 :目的 建立 实验 树 购 心肌 缺 血 再 灌注 离 体 模 型 。 


方法 采 月 


月 Langendor 企 离 体 心 脏 灌 流 系统 建立 
模型 ,依据 不 同 的 停 江 和 再 灌注 时 间 实 验 分 为 5 组 ; 酶 慰 法 测 琴 氨 酸 气 基 履 移 酶 (ALT)， 天 冬 氨 酸 氨基 转移 酶 (AST) 和 乳酸 脱氧 
酶 (LDH) ,免疫 抑制 法 测定 肌 酸 激酶 MB 同 工 酶 (CK-MB)2,3,5- 氧 化 三 茶 基 四 只 


实验 树 哆 心肌 缺 血 再 灌注 


染色 法 (TTC) 测 定 切片 梗死 面积 。 结 果 心肌 


酶 学 指标 和 梗死 面积 检测 发 现 , 停 灌 30 min 再 灌注 30 min 组 和 停 灌 30 min 再 灌注 60 min 组 灌流 液 CK-MB ,灌流 液 LDH ,组织 
ALT, 组 织 CK-MB 和 组 织 LDH 等 指标 均 显 著 高 于 其 它 3 组 (P<0.05), 但 两 组 间 差 异 无 统计 学 意义 (P>0.05)。 心 电 分 析 发 现 , 停 


灌 30 min 再 灌注 60 min 组 心率 显著 低 于 持续 灌注 组 , 停 灌 15 min 再 灌注 30 min 组 和 停 灌 30 min 再 灌注 30 min 组 (P<0.05)， 


而 停 江 30 min 再 灌注 30 min 组 心率 与 持续 灌注 组 和 停 灌 15 min 再 灌注 30 min 组 差异 无 统计 学 意义 (P>0.05) , 停 灌 30 min 再 


灌注 30 min 组 的 离 体 心脏 平均 心率 更 接近 于 实验 树 网 的 生 下 


成 功 , 停 灌 30 min 再 灌注 30 min 模 型 效果 最 好 。 
关键 词 : 心 肌 缺 血 再 灌注 ; 离 体 动 物 模型 ;实验 树 网 


B 指 标 。 
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结论 实验 树 哆 心肌 缺 血 再 灌注 离 体 Langendorff 模 型 构 到 


Establishment of an ex vivo myocardial ischemia-reperfusion model in tree shrews 


YANG Tianrui”’, MIAO Yunbo'’, ZHANG Rongping, YU Jinwen’ 


‘Department of Geriatrics, First People’s Hospital of Yunnan Province, Kunming 650032, China; “College of Pharmacy, Kunming Medical 
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其 发 病 率 和 病死 率 均 超 过 恶性 肿瘤 而 跃 居 各 病 之 首 , 且 


Abstract: Objective To establish an ex vivo model of myocardial ischemia reperfusion in tree shrews. Methods The 
Langendorff ex vivo heart perfusion system was used to establish the myocardial ischemia reperfusion model in tree shrews 
with different irrigation and reperfusion time settings. Alanine aminotransferase (ALT), aspartate transaminase (AST) and 
lactic dehydrogenase (LDH) levels were measured by enzyme-labeled immunosorbent assay creatine kinase MB (CK-MB) was 
detected using immunosuppression method, and malondialdehyde was measured with thiobarbital staining method; the 
infarct size was measured using 2, 3, 5-triphenyltrazoliumchloride (TTC) method. Results Ischemia for 30 min and reperfusion 
for 30 and 60 min caused more significant increase in CK-MB and LDH levels in the perfusion fluid and also in the levels of 
ALT, CK-MB and AST in the myocardial tissue compared with other experimental settings (P<0.05), but these parameters were 
comparable between the former two settings (P>0.05). The mean heart rate in 30-min ischemia with 60-min reperfusion group 
was obviously lower than that in continuous reperfusion group, 15-min ischemia with 30-min reperfusion group and 30-min 
ischemia with 30-min reperfusion group (P<0.05), and the heart rate was similar between the latter 3 groups (P>0.05). ECG 
analysis showed that the mean heart rate in 30-min ischemia with 30-min reperfusion group was closer to the physiological 
heart rate of tree shrews. Conclusion We successfully established an ex vivo myocardial ischemia reperfusion model using tree 
shrews, and ischemia for 30 min followed by reperfusion for 30 min is the optimal experimental setting. 

Keywords: myocardial ischemia reperfusion; model in vitro; tree shrews 


心血 管 疾病 在 当今 世界 ,严重 威胁 着 人 类 的 健康 ， 有效 措施 防止 再 灌注 损伤 的 产生 或 减轻 


为 热点 问题 ,而 建立 稳定 且 可 靠 的 实验 动物 模型 进行 


其 损伤 程度 成 


发 病 年 龄 呈现 日 益 年 轻 化 的 趋势 "。 越 来 越 多 的 动物 
实验 和 临床 观察 显示 , 缺 血 心肌 再 灌注 后 一 段 时 间 内 心 
肌 损 伤 会 加 重 , 即 出 现 心肌 缺 血 再 灌注 损伤 (MIRI) ,是 
影响 急性 心肌 梗死 预后 的 主要 因素 之 一 ”。 因 此 ,采取 


面 的 研究 显得 尤为 重要 。 
目前 心脏 缺 血 /再 灌注 损伤 模型 目前 多 应 用 于 大 
鼠 , 对 儿 猴 .昆明 小 鼠 . 日 本 大 耳 白 免 . 比 格 犬 也 有 部 分 
报道 *"。 树 哆 是 一 种 新 型 的 实验 动物 模型 ,具有 体型 
小 繁殖 快 . 易 捕捉 和 饲育 养殖 成 本 低 、 进 化 程度 高 ,大 
体 解剖 ,新陈代谢 以 及 分 子 细胞 层面 与 人 的 相似 性 高 的 
特点 ,被 广泛 用 于 生物 医学 研究 和 药物 安全 性 评价 "9 ， 
目前 尚 缺 乏 树 网 心脏 缺 血 再 灌注 模型 。 本 研究 ,我 们 运 
用 Langendorff 离 体 心脏 灌流 系统 建立 实验 树 网 心肌 缺 
血 再 灌注 模型 ,实验 将 新 型 的 实验 动物 与 稳定 的 实验 装 
置 结合 起 来 ,检测 再 灌注 后 灌流 液 及 组 织 中 心肌 酶 变 
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化 .计算 组 织 切片 梗死 面积 ,综合 评估 模型 构建 情况 , 寻 
找 适宜 的 实验 条 件 , 建 立 可 靠 的 心肌 缺 血 再 灌注 实验 动 
物 离 体 模型 ,为 进一步 心肌 缺 血 再 灌注 损伤 机 制 研究 提 
供 必要 保证 。 


1 材料 和 方法 
1.1 研究 材料 

健康 成 年 雄性 实验 树 哆 滇 西亚 种 ,由 中 国医 学 科学 
院 医 学 生物 学 研究 所 树 网 种 质 资源 中 心 提供 用 ,动物 许 
可 证 : 汗 发 驯 繁 (92-29) 号 ,动物 按照 本 实验 室 建立 的 饲 
养 管 理 方法 进行 饲养 。60 只 ,年 龄 在 4~6 月 ,体质 量 为 


表 1 实验 分 组 列表 


Tab.1 Experimental grouping list 
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120~150 g, 术 前 禁 食 过 夜 ,自由 饮水 。 

1.2 方法 

1.2.1 设备 与 器 材 Langendorff( 型 号 :PowerLab 生产 
商 :ADInstruments) 心 脏 灌流 模型 ,在 离 体 灌流 条 件 下 
避免 神经 体液 因素 的 干扰 ,可 直接 看 到 心肌 缺 血 再 灌注 
损伤 作用 。 

1.2.2 实验 分 组 模型 构建 实验 共 分 为 5 组 ,每 组 保证 完 
成 实验 5 只 ,分 别 为 持续 灌注 对 照 组 (一 组 )\ 停 灌 15 min 
再 灌注 30 min 组 (二 组 ), 停 灌 15 min 再 灌注 60 min 组 
(三 组 ), 停 灌 30 min 再 灌注 30 min 组 (四 组 ), 停 灌 30 min 
再 灌注 60 min 组 (五 组 )。 


Groups Stable perfusion time (min) Coronary flow (mL/min) Perfusion interrupt time (min) Reperfusion time (min) 
Group 1 90 6-12 0 0 
Group 2 30 6-12 15 30 
Group 3 30 6-12 15 60 
Group 4 30 6-12 30 30 
Group 5 30 6-12 30 60 


1.2.3 建 模 方法 用 水 合 氯 醛 (1 mL/ 只 ) 腹 腔 麻醉 给 药 ， 
经 腹腔 肝素 化 (普通 肝素 1000 U/ 只 ) 抗 凝 。 迅 速 开 胸 分 
离心 脏 ,在 主动 脉 距 其 起 始 部 4~5 mm 快速 将 主动 脉 和 
其 他 血管 一 并 剪断 后 取出 心脏 ,立即 放 人 0~4 CK-H 
液 中 ,排出 心 腔 中 的 残留 血液 ,尽快 将 心脏 移 至 
Langendorff 灌 注 装 置 上 ,主动 脉 逆行 插 管 ,同时 放置 球 
圳 进入 左 室 后 ,用 K-H 液 (pH7.35~7.45) 灌 注 ,恒温 
(37 C) 恒 压 (60 mmHg), 冠 脉 流量 为 6~12 mL/min, 将 
肺动脉 根部 剪 开 保证 冠状 动脉 回流 通畅 ,流出 液 用 量 简 
计时 收集 ,以 代表 冠 脉 流量 。 

K-H 液 成 分 :NaCl 6.92 g/L KC1 0.35 g/L KH,PO, 
1.2 mL/LNaHCO;2.1 gL.MgSO4:0.296 g/L .葡萄糖 2 g/L、 
Cacl 0.28 g/L、EDTA 0.187 g/L。 盐 酸 调 节 溶 液 酸 碱 
度 。 洲 流 全 程 K-H 液 用 95% 0; 和 5% CO; 混 合 气 平 
衡 。 在 右 房 及 心 尖 部 放置 记录 电极 ,连接 至 多 导电 生理 
仪 ,全 程 记录 灌流 心脏 的 心 电 情况 ,心脏 灌流 稳定 后 开 
始 实验 。 

竺 心脏 灌注 结束 ,立即 取 下 心脏 ,于 预 冷 的 生理 盐 
水 中 冲 去 血汗 ,用 滤纸 吸 干 水 分 ,去 除 血管 及 心房 组 织 ， 
将 心脏 置 -20 冷冻 2 后 , 沿 心脏 冠状 面 以 2 mm 间隔 
切 出 6 片 心 肌 , 之 后 将 心室 肌 组 织 分 割 成 0.2 g 大 小 的 组 
织 块 ,分 别 置 于 冻 存 管 中 , 液 氮 冻 存 后 转移 至 -80 C 冰 
箱 中 保存 ,以 备 下 步 实 验 。 

1.2.4 成 功 造 模 评价 指标 
1.2.4.1 模型 心 电 和 灌流 情况 离 体 模型 在 实验 过 程 中 


心脏 的 心 电 稳 定 ,心脏 跳动 保持 大 于 200 次 /min, 未 出 现 
明显 的 心率 减 慢 或 者 持续 室 性 心律 失常 ,甚至 心脏 停 跳 的 
情况 ,心脏 灌流 稳定 ,保持 恒温 (37 C) 恒 压 (60 mmHg) 
灌注 , 冠 脉 流量 在 6~12 mL/min。 

1.2.4.2 心肌 酶 学 结果 分 析 测定 不 同时 段 灌注 液 及 心 
肌 组 织 标本 中 丙 氨 酸 氮 基 转移 酶 谷 两 转氨酶 (ALT/ 
GPT) 天 冬 氮 酸 氮 基 转 移 酶 谷 草 转氨酶 (AST/GOT)、 
肌 酸 激酶 同 工 酶 (CK-MB) .乳酸 脱氧 酶 (LDH) 等 含量 ， 
对 比 组 内 缺 血 再 灌注 前 后 的 变化 ,分 析 不 同 停 灌 和 再 灌 
注 时 间 对 各 项 数值 的 影响 。 依 据 组 内 不 同时 段 灌注 液 
及 心肌 组 织 标本 心肌 酶 含量 ,评价 心肌 损害 严重 程度 。 
1.2.4.3 心肌 梗死 面积 比较 心肌 组 织 切 片 后 TTC 染 色 
进行 数码 照相 ,计算 梗死 面积 ,进行 组 内 比较 分 析 。 

1.2.5 实验 常见 问题 实验 动物 发 生 麻醉 意外 ,麻醉 过 
程 中 或 之 后 死亡 ;实验 动物 肝素 化 不 充分 , 离 体 模型 制作 
过 程 中 血液 凝固 ,冠状 动脉 及 心室 腔 血 栓 形 成 ,实验 失败 ; 
心脏 灌流 过 程 中 未 保持 恒温 (37 %C) 恒 压 (60 mmHg) 灌 
注 ;灌注 液 成 分 配 比 错误 或 酸碱度 调 定 不 适宜 等 ; 
Langendorff 灌 注 装 置 出 现 管 路 不 通 漏 液 等 故障 ,不 能 
保证 实验 顺利 进行 ;自制 乳胶 薄膜 球 溃 质量 不 住 直 接 影 
响 心 室内 压 测 定 ; 悬 吊 心 脏 时 损伤 冠状 动脉 或 套 管 管 径 
与 动脉 大 小 不 匹配 ;主动 脉 插 管 深浅 不 宜 ,造成 灌流 液 从 
主动 脉 分 支 漏出 或 者 挡住 冠状 动脉 入 口 其 至 损伤 主动 
脉 汶 ; 操 作 不 熟练 ,实验 时 间 过 长 ,超过 6 h 未 完成 实验 。 
1.2.6 ALT.AST.CK-MB 和 LDH 测 定 标本 来 源 :不 同 
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时 段 灌注 液 及 心肌 组 织 样本 。 使 用 仪器 : 酶 标 仪 ,生化 
分 析 仪 ,微量 移 液 器 ,旋涡 混 匀 器 等 。 主 要 试剂 : 谷 丙 转 
氨 酶 (ALIGPT) 测 试 盒 ,南京 建成 (货号 C009-2 微 板 
法 ); 谷 草 转氨酶 (AST/GOT) 测 试 盒 ,南京 建成 (货号 
C0010-2 微 板 法 ); 肌 酸 肌 酶 同 工 酶 检测 试剂 盒 | Creatine 
Kinase Isoenzyme(CK-MB)Assay Kitj ,南京 建成 ;乳酸 
脱氧 酶 (LDH) 测 试 盒 , 南 京 建成 (货号 C020-2 微 板 法 )。 
1.2.7 TTC 法 测定 梗死 面积 标本 来 源 :不 同时 段 心肌 
组 织 样本 。 使 用 仪器 :培养 亚 ,移动 器 ,37 %C 恒 温水 浴 
锅 , 玻 片 ,TTC 染 液 (南京 建成 ) ,显微镜 等 。 实 验 原理 ; 
TITC 与 正常 组 织 中 的 呼吸 链 反应 而 成 红色 ,而 缺 血 组 织 
内 呼吸 链 酶 活性 下 降 , 不 能 反应 , 故 不 会 变化 呈 苍 白 , 可 区 
分 梗死 心肌 与 正常 和 缺 血 心 肌 , 因 染色 后 较 易 观 察 是 灵敏 
性 高 而 被 广泛 用 于 研究 离 体 心脏 缺 血 /再 灌注 损伤 中 。 

染色 结果 : 非 梗死 区 染色 为 红色 ,梗死 区 呈 灰 白色 ， 
红色 区 与 灰色 区 之 间 为 缺 血 区 。 
1.3 资料 分 析 

采用 SPSS 17.0 统 计 学 软件 进行 数据 处 理 。 符 合 
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正 态 分 布 的 计量 资料 以 均 数 + 标准 差 表 示 , 组 内 比较 采 
用 独立 样本 :检验 ,计量 资料 各 组 间 的 比较 使 用 单 因 素 
方差 分 析 。 以 P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 缺 血 再 灌注 模型 组 间 比 较 

实验 室 检 测 不 同时 间 的 冠状 动脉 流出 液 及 心肌 均 
浆 中 CK-MB LDH、ALT.AST 含 量 ,TTC 染 色 后 观察 心 
肌 梗 死 情况 。 洪 流 液 .心肌 组 织 间 CK-MB、LDH、AILT.、 
AST 含 量 及 心肌 梗死 面积 在 五 组 间 比 较 具有 极 显 车 性 
差异 (P<0.01, 表 2, 表 3)。 两 两 比较 发 现 除 个 别 项 目 外 ， 
其 心肌 酶 含量 二 组 显著 高 于 一 组 ,三 组 显著 高 于 一 组 、 
二 组 ,四 组 显著 高 于 一 组 二 组 .三 组 ,五 组 显著 高 于 一 
组 .二 组 三 组 (P<0.05), 四 组 和 五 组 之 间 没 有 显著 性 差 
异 (P>0.05) ;切片 梗死 面积 比较 二 组 .三 组 显著 高 于 一 
组 ,四 组 .五 组 显著 高 于 前 面 三 组 (P<0.05), 四 组 和 五 组 
之 间 差 异 无 统计 学 意义 (P>0.05, 表 2, 表 3)。 

第 三 组 平均 心率 慢 于 第 一 、 二 组 ,第 四 组 平均 心率 


表 2 再 灌注 后 组 间 灌 流 液 ALT, AST, CK-MB, LDH(U/L) 及 梗死 面积 
Tab.2 Comparison of ALT, AST, CK- MB, and LDH (U/L) in the perfusion fluid and myocardial infarction area (% ) after 


reperfusion among the groups (Mean+SD, n=5) 


Group ALT in perfusion fluid AST in perfusion fluid CK-MB in perfusion fluid LDH in perfusionfluid myocardial infarction area 


Group 1 16.55+1.60 13.99+3.88 4.11+0.37 233.73 土 00.98 6.35+3.62 
Group 2 64.17+9.86" 59.46+10.17° 13.33 二 由 6 下 372.27+41.91" 15.09+0.74° 
Group 3 65.66+13.70° 66.16+12.40° 9.88+3.33”" 348.51+41.31° 20.26+6.89" 
Group 4 75.72+10.85° 67.97+8.46° 21.80+1.92*™° 471.64+61.45*™° 31.49+11.01*™° 
Group 5 81.10E11;66%"™° 86.794+8.85™™°" 21.67+1.87*™° 521.21+28.22*™° 31.08+9.49"™° 
F 30.365 43.359 69.545 27.761 11:017 

RP 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 


Group 1: Continuous pouring; Group 2: Stopped pouring 15 min then started reperfusion 30 min; Group 3: Stopped pouring 15 min then started 


reperfusion 60 minutes; Group 4: Stopped pouring 30 min then started reperfusion 30 min; Group 5: Stopped pouring 30 min then started 
reperfusion 60 min. *P<0.05 vs Group 1; "P<0.05 vs Group 2; °P<0.05 vs Group 3; ‘P<0.05 vs Group 4. 


表 3 组 间 再 灌注 后 组 织 中 ALT AST, CK-MB, LDH 


Tab.3 Comparison of ALT AST CK-MB, LDH in tissues after reperfusion between teams (U/L, Mean+SD, n=5) 


Group ALT in tissue AST in tissue CK-MB in tissue LDH in tissue 
Group 1 21.67+5.82 24.57+5.91 5.23+0.80 170.32+51.84 
Group 2 59.94+9.27° 68.60+4.93° 12.92+10.09* 313.19+48.17° 
Group 3 68.06+9.15" 63.78+6.57° 13.11+2.38" 377.36+52.23" 
Group 4 79.15+9.63*™° 75.5945.50%° 21S0F257" 478.174+45.51™"™° 
Group 5 78.73+4.43"™° 84.91+9.27"™°" 22.98+0.86™™° 481.63+66.03*™° 
F 44.313 61.081 87.928 29.623 

P 0.000 0.000 0.000 0.000 


*P<0.05 vs Group 1; "P<0.05 vs Group 2; “P<0.05 vs Group 3; "P<0.05 vs Group 4. 
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快 于 第 三 组 ,第 五 组 平均 心率 慢 于 第 一 二 .四 组 , 均 有 
显著 性差 异 (P<0.05)。 测 定 再 灌注 后 不 同 组 别 的 心率 
分 别 为 :一 组 (305.12+20.77)BPM 二 组 (307.98+14.88) 
BPM 三 组 (266.89+14.10)BPM, 四 组 (301.37 士 12.38) 
BPM ,五 组 (271.59+19.72)BPM ,五 组 间 比 较 差异 有 统 
计 学 意义 (P<0.05)。 
2.2 再 灌注 前 后 组 内 比较 

再 灌注 后 二 组 .四 组 灌流 液 中 CK-MB 显著 升 高 
(P<0.05) ,一 组 持续 灌注 后 CK-MB 显著 下 降 (P<0.05 )， 
三 组 和 五 组 CK-MB 与 再 灌注 前 相 比 ,差异 无 统计 学 意 
义 (P>0.05, 图 1)。 
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图 1 再 灌注 前 后 灌流 液 中 CK-MB (U/L) 比 较 
Fig.l Comparison of CK-MB (U/L) in perfusion 
fluid before and after reperfusion. *P<0.05. 


再 灌注 后 一 组 二 组 三 组 .四 组 和 五 组 组 织 中 CK- 
MB 与 再 灌注 前 相 比 ,差异 无 统计 学 意义 (P>0.05, 图 2)。 
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图 2 再 灌注 前 后 组 织 中 CK-MB(U/gport) 比 较 
Fig.2 Comparison to CK-MB (U/gport) in tissue 
before and after reperfusion. 
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图 3 再 灌注 前 后 灌流 液 中 LDH(U/L) 比 较 
Fig.3 Comparison to LDH (U/L) in perfusion fluid 
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4 再 灌注 前 后 组 织 中 LDH(U/gport) 比 较 
Fig.4 Comparison to LDH (U/gport) in tissue before 
and after reperfusion. 
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图 5 再 灌注 前 后 灌流 液 中 ALT(U/L) 比 较 
Fig.5 Comparison to ALT (U/L) in perfusion fluid 
before and after reperfusion. *P<0.05. 
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再 灌注 后 三 组 .四 组 和 五 组 组 织 中 ALT 显著 升 高 
(CP<0.05) ,一 组 二 组 组 织 中 ALT 与 再 灌注 前 相 比 , 差 异 


再 灌注 后 二 组 .三 组 五 组 灌流 液 中 LDH 显著 升 高 
(CP<0.05) ,一 组 和 四 组 LDH 与 再 灌注 前 相 比 ,差异 无 统 
计 学 意义 (P>0.05, 图 3)。 

再 灌注 后 一 组 二 组 三 组 .四 组 和 五 组 组 织 中 LDH 
与 再 灌注 前 相 比 ,差异 无 统计 学 意义 (P>0.05, 图 4)。 

再 灌注 后 二 组 .三 组 四 组 五 组 灌流 液 中 ALT 显 
著 升 高 (P<0.05) ,一 组 ALT 与 再 灌注 前 相 比 ,差异 无 统 
计 学 意义 (P>0.05, 图 5)。 


无 统计 学 意义 (P>0.05, 图 6)。 

再 灌注 后 三 组 .五 组 灌流 液 中 AST 显 著 升 高 (P< 
0.05) ,一 组 .二 组 和 四 组 AST 与 再 灌注 前 相 比 ,差异 无 
统计 学 意义 (P>0.05, 图 7)。 

再 灌注 后 二 组 .三 组 和 五 组 组 织 中 AST 显 著 升 高 
(P<0.05) ,一 组 .四 组 组 织 中 AST 与 再 灌注 前 相 比 ,差异 
无 统计 学 意义 (P>0.05, 图 8)。 

组 织 切 片 经 TTC 染 色 后 观察 心肌 梗死 面积 ,梗死 
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图 6 再 灌注 前 后 组 织 中 ALT(U/gport) 比 较 
Fig.6 Comparison to ALI (U/gport) in tissue before 
and after reperfusion. *P<0.05. 
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图 7 再 灌注 前 后 灌流 液 中 AST(U/L) 比 较 
Fig.7 Comparison to AST (U/L) in perfusion fluid 
before and after reperfusion. *P<0.05. 
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图 8 再 灌注 前 后 组 织 中 AST(U/gport) 比 较 
Fig.8 Comparison to AST (U/gport) in tissue before 
and after reperfusion. *P<0.05. 
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区 域 组 织 发 白 , 可 见 明 显 的 分 界线 ,梗死 区 内 出 血 。 通 
过 分 析 发 现 ,再 灌注 后 二 组 和 三 组 心肌 梗死 面积 显著 升 
高 (P<0.05) ,一 组 四 组 和 五 组 心肌 梗死 面积 与 再 灌注 
前 相 比 ,差异 无 统计 学 意义 (P>0.05, 图 9)。 


3 讨论 

随 着 对 树 胸 研究 的 深入 ,显示 树 胸 与 灵 长 类 有 较 近 
的 亲缘 关系 ,有 文献 报道 了 树 网 的 心电图 特征 .血液 学 
及 生化 指标 ”主要 脏 器 重量 及 脏 器 系数 ”… 、 脑 发 育 情 
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图 9 再 灌注 前 后 梗死 面积 比较 
Fig.9 Comparison tomyocardial infarction area in 
tissue before and after reperfusion. *P<0.05. 
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感染 性 疾病 模型 “精神 “和 神经 疾病 模型 “ 代谢 
性 疾病 模型 ”癌症 模型 ”等 , 尚 缺乏 实验 树 哆 心血 管 
系统 模型 。 

Langendorff 离 体 心 脏 灌流 模型 因 具 有 较 高 的 可 重 
复 性 、 良 好 的 稳定 性 和 相对 较 低 的 技术 要 求 ,而 且 可 以 
排除 其 他 器 官 及 神经 体液 系统 对 心脏 的 影响 ,是 心血 管 
研究 领域 中 使 用 最 为 广泛 的 实验 模型 之 一 呈 , 随 着 该 技 
术 的 广泛 应 用 ,包括 心肌 缺 血 再 灌注 损伤 ,心肌 细胞 治 
疗 和 移植 心脏 保存 在 内 的 众多 研究 取得 重大 突破 。 但 
在 实验 过 程 中 ,我 们 深切 感受 到 该 模型 在 制备 过 程 中 ， 
影响 因素 比较 多 ,要 想得到 稳定 有 效 的 离 体 心脏 模型 ， 
除了 要 熟练 掌握 制备 技巧 外 ,还 要 注意 其 他 的 一 些 
素 , 如 :实验 动物 的 麻醉 KK-H 液 的 配置 .灌注 液 温度 . 主 
动脉 插 管 的 位 置 和 深度 灌注 流量 或 灌注 压 . 球 时 的 大 
小 管 路 内 的 气泡 等 ,其 中 任 一 因素 的 失误 都 可 能 导致 
实验 失败 或 降低 实验 结果 的 准确 性 。 

心肌 缺 血 再 灌注 损伤 的 发 生 是 一 个 非常 复杂 的 病 
理 过 程 ”” ,当心 肌 再 灌注 后 产生 大 量 的 氧 自 由 基 22 ， 
细胞 膜 结构 受到 严重 损伤 ,细胞 膜 通 透 性 增加 ,使 细胞 
内 酶 大 量 释放 和 人 血液 ,其 外 漏 的 程度 可 间接 反映 心肌 再 
灌注 受 损 程 度 , 对 判定 心肌 梗死 的 时 间 ,面积 再 发 心肌 
梗死 以 及 再 灌注 情况 均 具 有 重要 的 价值 >”。 缺 血 再 灌 
注 动物 模型 构建 中 , 缺 血 时 间 和 再 灌注 时 间 是 最 重要 的 
两 个 指标 ,目前 对 大 鼠 缺 血 再 灌注 动物 模型 构建 的 研究 
发 现 , 缺 血 10 min 时 对 大 鼠 离 体 心脏 所 造成 的 再 灌注 
损伤 已 经 发 生 ,而 缺 血 40 min 对 大 鼠 离 体 心脏 所 造成 的 
再 灌注 损伤 较为 严重 ”” ,考虑 到 模型 建立 的 成 功 性 ,损伤 
后 的 恢复 程度 及 药物 的 可 干预 性 ,综合 评价 认为 大 鼠 离 体 
心脏 缺 血 再 灌注 损伤 模型 的 缺 血 时 间 以 15~30 min 为 宜 。 

此 外 , 陈 蝉 娟 等 报道 ,大 鼠 Langendorff 离 体 心脏 
局 部 缺 血 再 灌注 模型 构建 时 局 部 缺 血 30 min 时 CK、 
LDH 开 始 出 现 上 升 趋势 ,CK, LDH 值 在 再 灌注 15 min 出 
现 高 峰 , 再 灌注 15 min 与 再 灌注 30 min 再 灌注 30 min 


况 ” 胃 肠 道 排 空 时 间 ” 等 方面 的 情况 ,目前 已 建立 了 


与 再 灌注 75 min 差 异 无 统计 学 意义 ;TTC 染 色 结 果 提 
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示 , 白 色 梗 死 区 域 随 再 灌注 时 间 延 长 而 不 断 增 大 ,但 再 
灌注 30.60.120 min 的 心肌 梗死 面积 无 明显 统计 学 差 
异 。 同 时 有 文献 报道 ?在 离 体 心脏 缺 血 再 灌 模 型 中 再 
灌注 60 min 时 足以 评估 心脏 血 流 动力 学 和 心肌 梗死 面 
积 等 指标 的 变化 。 综 合 评价 认为 大 鼠 离 体 心脏 缺 血 再 
灌注 损伤 模型 的 再 灌注 时 间 以 30~60 min 为 宜 。 基 于 
大 鼠 的 报道 ,本 研究 考虑 设置 了 15 min 和 30 min 两 个 
停 灌 时 间 梯 度 , 以 及 30 min 和 60 min 两 个 再 灌注 时 间 
梯度 ,对 模型 进行 优化 。 
通过 比较 同 组 内 缺 血 与 再 灌注 后 灌流 液 及 心肌 组 
织 标本 中 AST、.ALT、.CK、LDH 等 含量 及 心肌 切片 梗死 
面积 大 小 ,发 现 心肌 酶 学 指标 及 梗死 面积 在 再 灌注 后 均 
有 不 同 程度 增加 , 缺 血 再 灌注 模型 构建 成 功 。 对 比 缺 血 再 
灌注 组 间 各 指标 的 变化 和 组 织 切 片 梗死 情况 ,发 现 五 组 模 
型 间 具 有 极 显著 性 差异 。 停 灌 30 min 再 灌注 30 min 组 
与 停 灌 30 min 再 灌注 60 min 组 其 缺 血 再 灌注 后 各 指标 
及 心 醒 面积 明显 高 于 其 他 三 组 ,再 灌注 损伤 程度 与 心肌 酶 
学 数值 高 低 及 梗死 面积 的 大 小 呈正 比 关系 ,该 两 组 心肌 
缺 血 再 灌注 后 损害 最 严重 ,这 与 既往 研究 结果 一 致 "” 。 
但 在 这 两 组 模型 实验 过 程 中 心 电 情况 分 析 中 , 停 灌 30 min 
再 灌注 30 min 组 的 平均 心率 更 接近 于 实验 树 网 的 生理 
虽 标 ,优势 较为 明显 ,所 以 这 组 模型 设置 较为 合理 ,可 以 
构建 可 靠 稳 定 的 实验 动物 模型 。 实 验 树 网 心肌 缺 血 再 
灌注 离 体 Langendorff 模 型 构建 成 功 , 停 灌 30 min 再 灌 
注 30 min 模 型 效果 最 好 。 
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